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Figura 1. Gel de eletroforese do produto da PCR utilizando primers 16sRNA, 
a.1 - Marcador de 100 bp - Norgen 11500 2 vazio, 3- amostra 9d, 4- 
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amostra BHI, 9- branco "água ultrapura + Mix", 10- branco "só água 
ultrapura" , 11 – vazio12-vazio.b. 1 - Marcador de 100 bp - Norgen 
11500, 2- vazio, 3- amostra 9d, 4- amostra 59d, 5- amostra 39E, 6- 
amostra 45E, 7- amostra 142E, 8- amostra BHI, 9- branco "água 



































ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DE MICRORGANISMOS 
POTENCIALMENTE PATOGÊNICOS EM LEITE CAPRINO 
 
RESUMO GERAL - A mastite subclínica caprina ocasiona prejuízos 
econômicos em decorrência do descarte, dos gastos com medidas 
terapêuticas e da redução da quantidade e qualidade do leite e seus derivados. 
Este trabalho teve como objetivo determinar a ocorrência, a etiologia da 
mastite subclínica e identificar Estafilococcus coagulase negativo (ECN) por 
PCR bem como identificar a presença de ECN resistente a meticilina ou com 
produção de biofilme além de, constatar os fatores de risco associados à 
infecção. Nesse estudo, 372 amostras de leite de cabra in natura a partir de 186 
animais, provenientes de 10 propriedades leiteiras no estado da Paraíba, foram 
avaliadas pelo teste da caneca telada, California Mastitis Test (CMT) e exame 
bacteriológico. Após o resultado do microbiológico, as 24 amostras de leite 
que apresentaram apenas ECN foram encaminhadas ao laboratório de Biologia 
molecular da Embrapa Tabuleiros Costeiros para a extração de DNA 
diretamente do leite. Os fragmentos contendo os genes de interesse foram 
amplificados, a partir de DNA genômico de cepas isoladas, por PCR utilizando-
se os primers específicos para a amplificação dos genes em estudo. No teste 
da caneca rastreados e CMT, 3,22% e 43,90% das amostras foram positivas, 
respectivamente. No exame bacteriológico, 19,35 % para o número de 
glândulas e 38,70 % das cabras foram positivas e o patógeno mais frequente 
entre isolados puros ou em associação foi Staphylococcus coagulase negativa 
(28,25%). Fazer limpeza frequente nas instalações, isolar animais doentes, 
possuir sala de ordenha e higienização dos tetos antes da ordenha foram os 
maiores riscos associados à infecção da glândula mamária em cabras leiteiras. 
Baseado neste estudo pode-se ampliar o estudo da etiologia da mastite 
caprina subclínica, possibilitando realizar extrações diretamente do leite e com 
amostras apresentando diferentes tipos de bactérias. 






ISOLATION AND IDENTIFICATION OF POTENTIALLY 
PATHOGENIC MICROORGANISMS IN GOAT MILK 
 
ABSTRACT - The goats subclinical mastitis causes economic losses due to 
disposal, spending on therapeutic measures and reducing the quantity and 
quality of milk and its derivatives. This study aimed to determine the incidence, 
etiology of subclinical mastitis and identify coagulase negative 
Staphylococcus (CNS) by PCR and identify the presence of ECN methicillin 
resistant or biofilm production beyond, note the risk factors associated with 
infection. In this study, 372 samples of goat milk fresh from 186 animals from 
10 dairy farms in the state of Paraiba, were evaluated by testing the screened 
mug, California Mastitis Test (CMT) and bacteriological examination. After the 
results of the microbiological, the 24 milk samples showed that 
Staphylococcus coagulase negative were sent to the molecular biology 
laboratory of the Embrapa Coastal Tablelands for DNA extraction directly from 
milk. The fragments containing the genes of interest were amplified from 
genomic DNA isolated strains by PCR using primers specific for the 
amplification of genes in study. In the test the screened mug and CMT, 3.22% 
and 43.90% of the samples were positive, respectively. In bacteriological 
examination, 19.35% for the number of glands and 38.70% of the goats were 
positive and the most common pathogen among pure alone or in combination 
was coagulase negative Staphylococcus (28.25%). Make frequent cleaning the 
premises, isolate sick animals, have milking parlor hygiene and ceilings before 
milking were the biggest risks associated with infection of the mammary gland 
of goats. Based on this study can further the study of the etiology of 
subclinical mastitis goat, allowing perform extractions directly from milk 
samples and presenting different types of bacteria. 










 A caprinocultura leiteira no Brasil vem se consolidando como atividade 
rentável, que não necessita de muitos investimentos e/ou grandes áreas para o seu 
desenvolvimento. Por estes motivos, a caprinocultura leiteira é uma das atividades 
mais indicadas para geração de emprego e renda no campo, especialmente nos 
programas de fortalecimento da agricultura familiar (HOLANDA JUNIOR, et al. 
2008).  
A contribuição desta atividade para o crescimento econômico e o 
desenvolvimento social é significativa, haja vista que a atividade tem sido 
responsável por melhorias significativas nos índices de desenvolvimento humanos 
(IDH) das regiões onde está situada. Não obstante sua importância social e 
econômica, a atividade ainda é considerada uma das mais viáveis para as condições 
do nordeste brasileiro, em que os índices pluviométricos são baixos e a distribuição 
da chuva é muito concentrada e irregular, com longos períodos de estiagem 
(GUIMARÃES, et al. 2009).  
O leite de cabra é um alimento de alto valor nutritivo indicado inclusive para 
indivíduos que sofrem de problemas digestivos e que não toleram o leite bovino. 
Com o aprimoramento da criação de caprinos e o aumento na produção leiteira, tem 
surgido uma maior preocupação com a qualidade do leite, o que requer o controle de 
alguns fatores que possam alterar suas características, e o principal deles é a 
mastite (LANGONI et al. 2006).Dentre as doenças que acometem o rebanho leiteiro 
e compromete a qualidade do leite, a mastite ocupa lugar de destaque por possuir 
importância econômica e saúde pública. Além de ser de difícil controle (PYORALA, 
2002). 
A mastite se define por uma inflamação na glândula mamária, caracterizada 
pelo aumento de células somáticas, como também por mudanças físico-químicas e 
microbiológicas do leite. Condições de higiene, lesões advindas de ordenha manual 
ou mecânica favorecem a penetração de patógenos na glândula mamária por via 
hematógena ou via teto, constituem algumas das causas de mastite. Embora a 
mastite possa ser causada por agentes físicos ou químicos, suas causas são 





Mastite subclínica em caprinos é principalmente de origem bacteriana e os 
estafilococos coagulase negativa (ECN) são os agentes etiológicos predominantes 
para mastite subclínica em caprinos.  
A prevalência do ECN, caprina mastite subclínica varia entre 60% e 80,7% 
(CONTRERAS et al, 2003;. DA SILVA et al., 2004; MORONI et al., 2004;HALL e 
RYCROFT, 2007). 
Dentre as espécies de ECN mais prevalentes,em ovinos tem-se em ordem 
decrescente de importância: S. epidermidis, S. xylosus, S. chromogenese S. 
simulans, como as espécies com maior frequência de isolamento. Com relação à 
espécie caprina, pesquisas demonstram maior ocorrência de S. caprae. Entre as 
espécies de ECN, S. epidermidis está associada, na maioria das vezes, com 
elevadas contagens de células somáticas (CCS) em ovelhas e cabras, não sendo o 
mesmo fato observado para o S. caprae (BERGONIER et al. 2003,OLECHNOWICZ 
& JAŚKOWSKI, 2014). 
Estudos recentes em várias regiões do Brasil corroboram tais afirmações. Em 
Botucatu-SP analisando amostras de leite caprino com mastite subclínica, Langoniet 
al. (2006), constataram que os microrganismos isolados com maior frequência 
foram: S. epidermidis, S. agalactiae, S. aureus e C. bovis, representando 50,0% 
(33/60), 13,6% (3/19), 11,4% (2/16) e 8,6% (1/12), respectivamente. Já no estado da 
Bahia, Peixoto et al., (2012) verificaram que os microrganismos mais frequentemente 
isolados de leite de cabras pertencem ao gênero Staphylococcus 77,11% (91/118). 
Enquanto, na Paraíba, Neves et al. (2013), também verificaram que os SCN 
participam ativamente nos casos de mastite subclínica de cabras leiteiras. 
As principais medidas que compõem um Programa Básico de Controle da 
Mastite segundo Chapavalet al., (2009), são: tratar no período seco, todas as 
cabras; ao surgimento de um caso clínico, tratar imediatamente; manter o 
funcionamento adequado do sistema de ordenha; implantar um correto manejo de 
ordenha, principalmente na desinfecção dos tetos após a ordenha; em casos de 
mastite crônica devem-se descartar os animais; e a boa higiene e conforto na área 
de permanência dos animais. 
De acordo com Neves et al., (2010), o conhecimento dos diferentes fatores que 





eleger estratégias adequadas de prevenção e controle, pois, estudos voltados para 
os aspectos epidemiológicos das enfermidades são bastante relevantes, sendo o 
ponto de partida para a adoção de medidas sanitárias da propriedade (PEIXOTO et 
al., 2011). 
O diagnóstico da mastite auxilia no tratamento e no controle do quadro 
infeccioso, podendo ser realizado por diversos métodos (ALMEIDA, 2004; 
ANDERSON et al., 2005) tais como inspeção e palpação da glândula mamária, 
exame físico do animal, avaliação macroscópica do leite através do teste de tamis 
ou teste da caneca de fundo preto, exame indireto através do Califórnia mastite teste 
(CMT) e análise do perfil microbiológico do leite seguido de antibiograma (ALMEIDA, 
2004). 
Entre 15 a 40% das amostras de leite de casos de mastite clínica podem dar 
resultados negativos após cultivo microbiológico, mesmo quando a coleta e os 
métodos de isolamento são aplicados de maneira correta (BARTELETT et al., 1992; 
OLDE REIKERINK et al., 2008). O não isolamento do agente da mastite nestes 
casos pode ser por diversos motivos. Dentre estes, citam-se a eliminação 
espontânea da infecção, a baixa concentração dos patógenos no leite, o padrão de 
eliminação dos microrganismos, que pode alternar entre números elevados e mais 
baixos, a localização intracelular de determinados patógenos e a presença de 
substâncias inibitórias no leite. Os resultados negativos são reduzidos, mas não são 
eliminados quando se empregam técnicas que procuram aumentar as chances de 
isolamento. 
Atualmente, há uma busca constante por técnicas diagnósticas mais sensíveis, 
especificas e que apresentem resultados rápidos para diversos tipos de agentes e 
doenças impulsiona a pesquisa. E no caso dos agentes causadores da mastite vem-
se estudando o uso da Reação em cadeia da polimerase na identificação dos seus 
agentes. 
Através da técnica de Repetitive Extragenic Palindromic - REP-PCR no 
monitoramento da qualidade do leite de vacas, Chapaval et al. (2006; 2010)  
rastrearam o Staphylococcus aureus na linha de produção de leite, analisando as 
mãos dos ordenhadores, teteiras, úbere dos animais e leite in natura como veículos 





monitoramento da qualidade do leite de cabra por meio da detecção de 
Staphylococcus aureus. Com a mesma técnica molecular Peixoto et al., (2010) 
estudaram a dinâmica da resistência de S. epidermidis aos antimicrobianos no 
estado do Pernambuco. 
Em relação ao tratamento, quando identificado o problema nos rebanhos pelos 
produtores, geralmente sem orientação de Médicos Veterinários capacitados, 
apenas de balconistas de Farmácias, adquirem e fazem uso indiscriminado de 
antibióticos. Tal prática tem acarretado em resistência antimicrobiana e, 
consequentemente se tornado um problema tanto para animais como para humanos 
(CONTRERAS et al., 2007). 
 O uso de antibióticos ou outras drogas de bovinos em pequenos ruminantes, 
ou até mesmo o uso de produtos indicados para ovinos em caprinos, constituem um 
alto risco devido à segurança e eficácia destes produtos em cada espécie, por 
serem em grande parte desconhecidos (MAVROGIANNI et al., 2004). Estudo 
desenvolvido por Bjorland  et  al.,  (2005),  demonstrou  a  distribuição  de genes  da  
resistência  associado  a  Staphylococcus  spp.  em  leite  de  vacas  e  cabras.  
Nesse sentido, poucas drogas são especificamente licenciadas para uso em 
pequenos ruminantes, particularmente em cabras.  
A detecção de cepas de S. aureus resistentes aos aminoglicosídeos deve ser 
considerada uma preocupação para saúde pública, dado ao mecanismo de 
resistência similar encontrado em cepas isoladas em humanos (GONI et al., 2004).  
Os ECN estão entre os principais microrganismos emergentes como patógenos 
nosocomiais, que desenvolvem resistência para a maioria dos antimicrobianos 
disponíveis e são comuns em pacientes hospitalizados. A emergência desse 
microrganismo limitou o arsenal terapêutico, aumentando o risco de fracasso na 
terapêutica (ROSA, 2008). 
Em vários isolados de ECN foi detectado o gene mecA, que determina a 
resistência para β-lactâmicos, em estudos de vigilância em diferentes países da 
Europa, a taxa de resistência dos ECN a oxacilina está em 70 a 80%, semelhante as 









Padronizar um diagnóstico molecular da mastite subclínica, utilizando PCR, para 
identificação de Staphylococcus sp. proveniente de leite caprino, bem como, 





- Identificar os principais agentes causadores de mastite caprina subclínica por 
diagnóstico microbiológico; 
-Detectar o Staphylococcus ssp. por PCR diretamente do leite; 
- Extrair o DNA bacteriano de amostras de leite contaminado e de isolado de cultura;  
- Padronizar PCR para DNA extraído de amostras de leite e isolado; 
- Identificar a presença de ECN resistente a meticilina ou com produção de biofilme; 


































ETIOLOGIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADA À MASTITE SUBCLÍNICA 
CAPRINA NO SEMIÁRIDO PARAÍBANO 
 
Este manuscrito está formatado de acordo com as normas do periódico 















Etiologia e fatores de risco associados à mastite subclínica caprina no semiárido Paraibano 
Etiology and risk factors associated with subclinical mastitis in goats in the semiarid of Paraiba 
 
 
Carlos Ticiano Coutinho Ramos1 Suzana Aparecida Costa de Araújo2 Tânia Valeska Medeiros Dantas 
Simões3 Kênia Moura Teixeira3 Arnaldo Santos Rodrigues Junior3 Syduane Morais Leite Ramos4 
 
 
Resumo:O objetivo deste trabalho foi estudar os agentes etiológicos e os fatores de risco associados à 
mastite subclínica caprina no cariri, região semiárida da Paraíba. Nesse estudo, foram coletadas 372 
amostras de leite de cabra in natura a partir de 186 animais, provenientes de 10 propriedades leiteiras 
no Estado, sendo analisadas pelo teste da caneca telada, California Mastitis Test (CMT) e exame 
bacteriológico. No teste da caneca telada e no CMT, 3,22 % e 43,90 % das amostras foram positivas, 
respectivamente. No exame bacteriológico, 19,35 % para o número de glândulas e 38,70 % das cabras 
foram positivas e o patógeno mais frequente entre isolados puros ou em associação foi Staphylococcus 
coagulase negativa (28,25%). Observou-se a presença de mastite subclínica e o seu principal patógeno 
foi o Staphylococcus coagulase negativa. Observou-se a presença de mastite subclínica e o seu 
principal patógeno foi o Staphylococcus coagulase negativa Fazer limpeza frequente nas instalações, 
isolar animais doentes, possuir sala de ordenha e higienização dos tetos antes da ordenha foram os 
maiores riscos associados à infecção da glândula mamária, ou seja, nas propriedades que realizaram 
estas práticas houve uma maior taxa da infecção subclínica da glândula mamária. 
 
Palavras chaves: agentes etiológicos, leite de cabra, mastite, Staphylococcus spp. 
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Abstract: The objective of this work was to study the etiologic agents and risk factors associated with 
subclinical mastitis goats in region cariri, semiarid region of Paraiba. In this study, we collected 372 
samples of goat milk fresh from 186 animals from 10 dairy farms in the state, being analyzed by 
testing the screened mug, California Mastitis Test (CMT) and bacteriological examination. In the test 
the screened mug and CMT, 3.22% and 43.90% of the samples were positive, respectively. In 
bacteriological examination, 19.35% for the number of glands and 38.70% of the goats were positive 
and the most common pathogen among pure alone or in combination was coagulase negative 
Staphylococcus (28.25%). We observed the presence of subclinical mastitis and its main pathogen was 
Staphylococcus coagulase negative. Make frequent cleaning the premises, isolate sick animals, has 
teats milking and cleaning room before milking were the biggest risks associated with infection of the 
mammary gland, in the properties that made these practices there was a higher rate of subclinical 
infection of the gland breast. 
Key words:etiologic agents, goat milk, mastitis, Staphylococcus. 
 
Introdução 
 O leite de cabra tem sido bastante utilizado como alternativa para alimentação de crianças e 
adultos sensíveis ou alérgicos ao leite de vaca e sua qualidade é definida por seus parâmetros físico-
químicos e microbiológicos estabelecidos com o objetivo de fixar condições de produção, identidade e 
requisitos mínimos de qualidade para consumo (Almeida et al., 2013). 
A mastite consiste na inflamação da glândula mamária e caracteriza-se por alterações físicas, 
químicas e bacteriológicas do leite, e por distúrbios patológicos do tecido glandular. É uma das 
enfermidades mais comuns e importantes em rebanhos de caprinos leiteiros, pois, acarreta enormes 
prejuízos econômicos à produção leiteira, decorrente da redução da quantidade ou perda total da 
capacidade secretora da glândula mamária e pelo comprometimento da qualidade do leite produzido 
para a fabricação de produtos derivados. E, sob o ponto de vista da saúde pública, são frequentes os 
casos de doenças associadas ao consumo de leite ou derivados lácteos contaminados por 
microrganismos patogênicos (Fagundes & Oliveira, 2004). 
É uma doença multifatorial, ocasionada por fatores ambientais e de manejo que propiciam 
condições favoráveis para instalação de agentes infecciosos (Peixoto, et al. 2010). Dentre os vários 
microrganismos que causam a infecção, os de origem bacteriana assumem destaque. As bactérias do 
gênero Staphylococcus, têm sido apontadas como os principais patógenos responsáveis pela mastite 
intramamária em caprinos (Coutinho et al.,  2006;  Langoni  et  al. 2006,  Mota, 2008;  Bolsanello et  
al., 2009).Neste gênero, os Staphylococcus coagulase negativa (SCN) são os mais prevalentes 
patógenos causadores de mastite subclínica em ruminantes leiteiros, provavelmente em virtude do 





como agente da microbiota da pele e úbere de animais domésticos (Coutinho et al., 2006). Embora 
menos patogênico que S. aureus, os SCN podem também produzir mastite subclínica persistente, 
significativo aumento na Contagem de células somáticas (CCS), causarem mastite clínica (Contreras 
et  al.,  1997),  bem  como,  produzir  enterotoxinas  termoestáveis  (Udo et  al.,  1999).  
Contudo, apesar da reconhecida importância dessa bactéria como maior causadora de infecções 
intramamária em pequenos ruminantes, a patogenicidade de diferentes espécies de SCN é variável. 
Esta patogenicidade também é associada à aderência, pois estes microrganismos têm grande poder de 
adesão, produção de enzimas extracelulares e toxinas capazes de provocar níveis elevados de lesão 
tecidual (Mota, 2008). 
Em cabras e ovelhas os patógenos mais frequentemente isoladas entre o CNS foram S. 
epidermidis, S. xylosus, S. chromogenes e S. simulans. Em cabras a espécie mais prevalente é S. 
caprae. (Olechnowicz & Jaśkowski, 2014).Destes, o Staphylococcus epidermidis e S. caprae estão 
entre os mais prevalentes patógenos da mastite em cabras e S. epidermidis e S. xilosus em ovelhas. 
O diagnóstico clínico de mastite é feito baseando-se nos sintomas clínicos, isto é, sinais visíveis 
da inflamação, como dor, em um ou mais quartos, recusa à ordenha, e leite com sangue, pus, flocos, 
ou dessorando. Entretanto, mastites subclínicas ou casos crônicos não são diagnosticados pelos 
métodos rotineiros de exame clínico: inspeção do animal, leite e palpação (Radostits et al., 2007). 
As frequências de mastite clínica e subclínica são parâmetros consagrados na avaliação da 
sanidade da glândula mamária. Logo, constituem os primeiros a serem considerados para a 
implantação de um programa de controle da mastite. Além disso, análises microbiológicas são 
complementares e indispensáveis em um programa de controle desta enfermidade, por possibilitarem o 
isolamento e a identificação do seu agente etiológico (Bueno et al., 2003). 
Tendo em vista, a importância desta afecção, o interesse pela caprinocultura e a escassez de 
trabalhos científicos atuais, estudou-se a ocorrência, os agentes etiológicos e os fatores de risco 
associados à mastite subclínica caprina no cariri, região semiárida da Paraíba. 
 
Material e métodos 
Neste estudo foram avaliadas 372 amostras de leite de 186 cabras, obtidas em 10 propriedades 
localizadas nos municípios de Gurjão, Santo André, São João do Cariri, Parari e Taperoá, região 
semiárida do estado da Paraíba em janeiro de 2014. Os rebanhos eram constituídos de animais sem 
padrão de raça definida (SPRD), puros e/ou mestiços das raças Saanen e Parda Alpina, sem 
sintomatologia clínica de mastite, em diferentes idades e estágios de lactação,  submetidos à ordenha 
tipo manual, em sala adequada ou não. As propriedades caracterizavam-se por utilização da mão de 
obra familiar. 





finalidade de caracterizar o problema a partir das seguintes informações: ocupação principal, tipo de 
criação e exploração, procedimentos de manejo sanitário como: limpeza de frequente do curral, 
isolamento de animais doentes, limpeza e desinfecção da sala de ordenha, uso de pré e pós ‘dipping’, 
limpeza dos tetos, secagem, esterilização de material. 
Antes da coleta das amostras de leite realizou-se a assepsia dos tetos, utilizando-se álcool a 
70%, que posteriormente eram secos com papel toalha descartáveis. O diagnóstico de mastite clínica 
foi realizado por exame clínico do animal, da glândula mamária e análise dos três primeiros jatos em 
caneca de fundo escuro para observação de grumos coágulos, pus sangue ou leite aquoso. Para 
diagnóstico da mastite subclínica foi aplicado o California Mastitite Teste (CMT), em cada metade 
mamária seguindo as orientações do fabricante. Escores aritméticos foram atribuídos as diferentes 
reações do CMT, sendo 0, para reações negativas, 1+ (fracamente positivas), 2+ (positivas), 3+ 
(fortemente positivas determinadas pela viscosidade formada entre o reagente e o leite. 
Para o exame bacteriológico, foram coletados 40 mL de leite em frascos estéreis por cada 
metade mamária, acondicionados em caixa isotérmicas com gelo e transportados para um ponto de 
apoio no município de Gurjão, PB, posteriormente foram encaminhadas congeladas ao laboratório de 
Sanidade Animal da Embrapa Tabuleiros Costeiros. 
No Laboratório foram cultivadas 10 microlitros, simultaneamente em ágar base enriquecido 
com 8% de sangue ovino, Agar Edwards enriquecido com 8% de sangue de carneiro, Agar sal manitol 
e Agar MacConkey, e incubadas em estufa bacteriológica a 37ºC em aerobiose, realizando-se leituras 
após 24, 48 e 72 horas de incubação, sendo observadas as características de crescimento e produção de 
hemólise.  
Nos microrganismos isolados foram realizados exames bacterioscópicos pelo método de Gram e 
submetidos às provas de identificação. As provas utilizadas foram: produção de catalase, coagulação 
de plasma de coelho, VP(Voges-Proskauer), oxidação-fermentação,NaCl 6,5%,hipurato de sódio, teste 
de CAMP (Christie, Atkins e Munch-Peterson), esculina, biliesculina, urease, indol, motilidade em 
ágar semi-sólido, produção de H2S, crescimento em TSI (Três açucares e Ferro), ágar citrato de 
Simmons, VM/VP(Vermelho de Metila/ Voges-Proskauer) e de, E.M.B(Agar Eosina Azul de 
Metileno),gelatina, amido, e NaCl 9,5%.  
Foram consideradas amostras positivas ao isolamento microbiano as que apresentaram 
crescimento. Quando houve o isolamento de três ou mais micro-organismos, considerou-se como 
contaminadas. 
Para identificação dos agentes bacterianos, observou-se as características morfotintoriais das 
colônias através da técnica de coloração de Gram, além da realização de provas bioquímicas e 
taxonômicas, de acordo com Quinn et al., (1994), e com base no Manual de Microbiologia Clínica 





Para a análise dos fatores de risco associados à mastite subclínica foram utilizados os dados 
obtidos com os questionários epidemiológicos aplicados nas propriedades. Realizou-se estudo 
descritivo das variáveis investigadas determinando a frequência. A análise dos fatores de risco foi 
efetuado análise univariada, onde cada variável independente foi cruzada com a variável dependente 
(condição sanitária do animal). Um animal foi considerado positivo quando foi positivo no exame 
microbiológico. As análises estatísticas foram realizadas com o programa Statistical Analysis System, 
SAS 9.4. (2013). 
 
Resultados e discussão 
Das 10 propriedades visitadas, a caprinocultura era a principal atividade em quatro delas (40%).  
Apresentava uma criação do tipo leiteira em sete (70%) e em nove (90%) a exploração era do tipo 
semi-intensivo. Dados similares foram encontrados em propriedades de ovinos de corte no Paraná- 
Brasil (Pereira et al, 2014). Ambos os fatores não influenciaram para a ausência ou presença de 
mastite (Tabela 1). 
Com relação ao manejo sanitário, observou-se que apenas três (30%) propriedades faziam 
limpeza do curral e estas pertenciam aos municípios de Santo André e Parari. Sete (70%) faziam 
isolamento dos animais doentes. Apenas na região de Gurjão nenhuma das duas propriedades tem essa 
prática. 
Em Santo André verificou-se por meio dos questionários que nas duas propriedades, os 
criadores de cabra faziam todas as medidas sanitárias, como limpeza do curral, isolamento dos animais 
doentes, limpeza e desinfecção da sala de ordenha, higienização de utensílios de ordenha, uso de pré e 
pós ‘dipping’, realizava secagem, esterilizavam o material de aplicação de medicamentos, faziam 
limpeza dos tetos e tratavam os animais ao observar qualquer alteração no leite ou teto. Apesar de todo 
o manejo, as propriedades estudadas deste município apresentou a maior porcentagem de positividade 
no microbiológico (19%). 
Considerando que as informações foram obtidas por questionário e não foi perguntado como era 
realizado o procedimento, pode-se ressaltar que, para ser efetivo, o pré-‘dipping’ deve ser feito 
corretamente.  
Na análise dos fatores de risco para a mastite subclínica, as variáveis associadas com a 
probabilidade de resultado positivo foram: fazer limpeza frequente nas instalações (p<0,0001), isolar 
animais doentes (p<0,0001), esterilizar material de aplicação de injeções (p=0,0065), possuir sala de 
ordenha (p<0,0001), higienizar sala e utensílios de ordenha (p<0,0001), Fazer limpeza e higienização 
nos tetos antes da ordenha(<0,0001), fazer uso de pré e pós ‘dipping’ (p=0,0001), (Tabela 1).  
Diferentemente do encontrado por Neves et al. (2010), em pesquisa realizada na Paraíba, que 





animais doentes, a caprinocultura não ser a atividade principal da propriedade e por Gomes et al. 
(2014), em São Paulo que constataram os fatores de risco para a infecção mamária, quando não era 
atividade principal, quando não se fazia o teste da caneca, quando o cloro não era utilizado na limpeza 
dos tetos, limpeza inadequada da sala de ordenha, higiene inadequada no processo  de ordenha, 
higiene inadequada do ordenhador.  
Das 372 amostras de leite analisadas pelo CMT, 77,16 % (287/372) reagiram ao teste. Estas 
apresentaram a seguinte distribuição: escore 1+ (n=123; 33,06%), 2+ (n=128; 34,40%), 3+ (n=36; 
9,70%), enquanto, 22,84 % (85/372) foram consideradas negativas. Entretanto, apenas os escores 2+ e 
3+ foram considerados como infecção subclínica, em razão da presença maior de células somáticas no 
leite dessa espécie (Mota, 2008). As 164 amostras consideradas positivas no CMT, apenas 43,90 % 
(72/164) apresentaram crescimento bacteriano (tabela 2), das quais, 1,21% (2/164) houve crescimento 
de mais de dois microrganismos, considerou-se contaminada e 56,10 % mostraram-se negativas. Estas 
culturas negativas podem estar relacionadas, provavelmente, com o tempo de congelamento das 
amostras até ser analisado ou o transporte até o laboratório, terem produzidos falsos negativos. 
Resultados similares foram encontrados por Melo, (2012) estudando mastite em cabras na 
Paraíba, demonstrando que o CMT não é um teste diagnóstico satisfatório para validar infecções 
intramamária em caprinos. Um baixo escore do CMT tem sido sugerido como bom indicador de 
ausência de infecção intramamária em cabras, entretanto, um alto escore nem sempre indica infecção 
nesta espécie animal, uma vez que as células epiteliais reagem ao CMT juntamente com os leucócitos, 
causando uma interpretação diferente da usada para bovinos (Perrin et al., 1997). 
Verifica-se que no exame microbiológico que houve crescimento bacteriano em 19,35% 
(72/372) das amostras das metades mamárias, no entanto, significa uma frequência da mastite 
subclínica nos rebanhos estudados uma taxa de 38,70% (72/186). Pesquisas em rebanhos de caprinos 
leiteiros revelam a ocorrência de mastite em 13 a 15% das cabras lactantes (Anderson et al., 2005), 
sendo que até 37% dos animais do rebanho podem apresentar mastite subclínica (Silva et al., 
2005).Neste sentido, os resultados obtidos neste estudo apresentam um pouco acima da taxa 
considerada normal. Estudos realizados por Neves et al.(2010) na mesma região, observaram índices 
bem abaixo, de mastite subclínica em cabras leiteiras (11,49%). 
À proporção de isolados positivos encontrados neste trabalho foi maior na glândula esquerda 
(53,06%) em relação à direita (46,94%), corroborando com os resultados observados por Cavalcante et 
al.(2013) em um trabalho na Bahia. Não há na literatura justificativa para isto, porém, 
coincidentemente é o lado em que as cabras são ordenhadas. A prevalência da mastite subclínica 
unilateral (67,12 %) foi maior quando comparada com a bilateral (32,88%).  
No teste da caneca de fundo escuro (tabela 2), 3,22% (6/186) das cabras apresentaram mastite 





animais eram oriundos de apenas quatro propriedades, sendo que em duas a ordenha era realizada em 
uma plataforma de alvenaria dentro de uma sala da qual, em um destes criatórios foram identificados 
três animais positivos, enquanto as demais a ordenha era feita no chão do próprio curral. De acordo 
com Contreras et al. (2007) os resultados obtidos para a mastite clínica no presente estudo está dentro 
dos níveis esperados, abaixo dos 5%. Em estudo anterior realizado na região, Bianchini et al. (2010), 
observaram uma ocorrência de mastite clínica de 0,30% (1/327) pelo mesmo teste. Já Almeida et al. 
(2013), estudando agentes etiológicos da mastite em rebanhos de Minas Gerais e Rio de Janeiro 
constataram uma frequência de 3,1% (2/64). 
Em sua maioria as mastites foram causadas por um único agente etiológico 78,58 % (55/70), por 
outro lado, em 21,42 % (15/70) das infecções mamárias houve infecção mista. 
Os resultados do isolamento de microrganismos em cultura pura e em associação podem ser 
observados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.Na Tabela3 pode ser observado que os microrganismos 
isolados em cultura pura foram: Streptotoccus bovis (29,10%), Staphylococcus coagulase negativa 
(25,45%), Clostridium ulcerans (21,81%),Staphylococcus intermedius (7,27%), Escherichia coli 
(5,45%), Arcanumbacterium pyogenes (3,65%), Enterococcus spp. (3,65%), Staphylococcus aureus 
(1,81%), Proteus vulgaris (1,81%). Enquanto na Tabela 4, verifica-se que a associação mais freqüente 
foi entre Staphylococcus coagulase negativa e Clostridium ulcerans40,0% (6/15), seguida de 
Staphylococcus coagulase negativa e Streptotoccus bovis 20% (3/15). 
De modo geral, os microrganismos isolados com maior freqüência foram: Staphylococcus 
coagulase negativa (28,25%), Streptotoccus bovis (27,05%), Clostridium ulcerans (22,35%) e 
Staphylococcus intermedius (8,27%), conforme Tabela5. Estudos revelam que das bactérias 
encontradas como agentes de mastite, a prevalência maior foi Staphylococcus coagulase negativo, 
seguida do S. aureus e do Streptococcus spp. (Moroni et al., 2005). 
Resultados que corroboram com os encontrados por Neves et al, 2010, que também observaram 
que os SCN foram as bactérias mais frequentes em mastite subclínica de cabras da região da Paraíba, 
concordando também com os resultados obtidos anteriormente em outros trabalhos que afirmam que 
os SCN são os principais agentes isolados na mastite subclínica em caprinos (Mota, 2008;Shimidt, et 
al., 2009; Neves, et al.,2010; Cavalcante et al.,2013, Silva et al., 2013). Essas bactérias apresentam 
importância epidemiológica, pois podem causar mastite subclínica durante toda a lactação ou mesmo 
no período seco (Poutrel et al. 1997), tornando os animais infectados fontes de infecção em potencial 
no rebanho. Some-se a isso a importância econômica desses agentes, que causam prejuízos aos 
produtores principalmente devido à redução na produção de leite (Leitner et al. 2004). 
Estudando a mastite subclínica caprina na região, Bianchini et al. (2010),  constataram que a  
bactéria mais isolada foi Staphylococcus spp, com 84,44% dos isolados.Tais achados chamam atenção 





do teto, realização do pré e pós ‘dipping’ e da prática conhecida como linha de ordenha, uma vez que, 




Na região semiárida paraibana observou-se a presença de mastite subclínica e o seu principal 
patógeno foi o Staphylococcus coagulase negativa. Fazer limpeza frequente nas instalações, isolar 
animais doentes, possuir sala de ordenha e higienização dos tetos antes da ordenha foram os maiores 
riscos associados à infecção da glândula mamária. Verifica-se que embora os criadores indiquem 
aplicar medidas higiênicas não está refletindo na saúde das cabras bem como, na qualidade do leite. 
Assim, é necessário realizar um trabalho de conscientização e treinamento em boas práticas de 
ordenha na região, melhorar a assistência técnica prestada aos criadores de modo que eles adotem 
medidas de controle da mastite em cabras leiteiras, a fim de obter leite de melhor qualidade. 
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Intervalo de confiança 
95% P 
N % Menor Maior 
Caprinocultura é atividade principal - - - NS* 
 Sim 41 56,2     
 Não 74 65,5     
Tipo de criação - - - NS 
 Semi-intensiva 98 59,0     
 Intensiva 17 85,0     
Tipo de exploração 0,264 0,127 0,546 0,0003 
 Leiteira 78 58,6     
 Mista 37 69,8     
Faz limpeza frequente nas instalações 4,733 2,965 7,556 <0,0001 
 Sim 52 86,7     
 Não 63 50,0     
Isola animais doentes 4,733 2,965 7,556 <0,0001 
 Sim 74 58,7     
 Não 41 68,3     
Esteriliza material de aplicação de medicamento 1,808 1,180 2,770 0,0065 
 Sim 75 66,4     
 Não 40 54,8     
Possui sala de ordenha   3,804 2,382 6,076 <0,0001 
 Sim 88 73,3     
 Não 27 41,0     
Higieniza sala e utensílios de ordenha 2,698 1,765 4,123 <0,0001 
 Sim 62 68,9     
 Não 43 51,1     
Trata quando observa alteração no teto 0,335 0,214 0,525 <0,0001 
 Sim 48 80,0     
 Não 67 53,2     
Trata quando observa alteração no leite 0,216 0,139 0,338 <0,0001 
 Sim 80 80,0     
 Não 35 40,7     
Higienização nos tetos antes da ordenha 3,804 2,382 6,076 <0,0001 
 Sim 88 73,3     
 Não 27 40,9     
Faz uso de pré e pós diping 4,368 2,067 9,230 0,0001 
 Sim 19 95,0     
 Não 96 57,8     
Faz secagem da cabra 1,514 0,997 2,300 0,05 
 Sim 72 67,9     
 Não 43 53,7     
        






Tabela 2- Associação de achados microbiológicos e o teste CMT e associação de achados 
microbiológicos e o da caneca amostras de leite de cabras, no semiárido paraibano 
CMT 
Microbiológico 
Total N (%) 
Positivo N (%) Negativo N (%) 
- 40 (10,7) 47 (12,6) 87 (23,3) 
+ 47 (12,6) 75 (20,2) 122 (32,8 
++ 65 (17,5) 62 (16,7) 127 (34,2) 
+++ 13 (3,5) 23 (6,2) 36 (9,7) 
Total N (%) 165 (44,3) 207 (55,7) 372 (100,0) 
Caneca    
- 160 (43,0) 206 (55,4) 366 (98,4) 
+ 4 (1,1)  2 (0,5) 6 (1,6) 





















Tabela 3 - Frequências absoluta e relativa de microrganismos isolados em cultura pura de amostras de 
leite de cabras com mastite subclínica, no semiárido paraibano. 
Microrganismos FA FR(%) 
Streptotoccus bovis 16 29,10 
Staphylococcus coagulase negativa 14 25,45 
Clostridium ulcerans 12 21,81 
Staphylococcus intermedius 4 7,27 
Escherichia coli 3 5,45 
Arcanumbacterium pyogenes 2 3,65 
Enterococcus spp. 2 3,65 
Staphylococcus aureus 1 1,81 
Proteus vulgaris 1 1,81 





















Tabela 4 - Frequências absoluta e relativa de microrganismos isolados em associação de amostras de 
leite de cabras com mastite subclínica, no semiárido paraibano. 
Microrganismos FA FR(%) 
Staphylococcus coagulase negativa + Clostridium ulcerans 6 40,00 
Staphylococcus coagulase negativa + Streptotoccus bovis 3 20,00 
Staphylococcus intermedius + Streptotoccusbovis 2 13,36 
Staphylococcus coagulase negativa + Arcanumbacterium pyogenes 1 6,66 
Staphylococcus intermedius + Clostridium ulcerans 1 6,66 
Streptotoccus bovis + Enterococcus sp. 1 6,66 
Streptotoccus bovis + Klebsiela sp. 1 6,66 




















Tabela 5 - Frequências absoluta e relativa de microrganismos isolados em cultura pura e em 
associação de amostras de leite de cabras com mastite subclínica no semiárido paraibano. 
Microrganismos FA FR(%) 
Staphylococcus coagulase negativa 24 28,25 
Streptotoccus bovis 23 27,05 
Clostridium ulcerans 19 22,35 
Staphylococcus intermedius 7 8,25 
Escherichia coli 3 3,52 
Enterococcus spp. 3 3,52 
Arcanumbacterium pyogenes 3 3,52 
Staphylococcus aureus 1 1,18 
Proteus vulgaris 1 1,18 
Klebsiela sp. 1 1,18 
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Resumo: O objetivo deste trabalho foi padronizar um diagnóstico molecular, da mastite 
subclínica utilizando PCR, para identificação de Staphylococcus spp.  direto de leite caprino, 
bem como, Identificar a presença de ECN resistente a meticilina ou com produção de 
biofilme.Após o resultado do microbiológico, somente as 24 amostras de leite que 
apresentaram Staphylococcus coagulase negativa provenientes de isolados de mastite caprina 
no estado da Paraíba, foram encaminhadas ao laboratório de Biologia molecular da mesma 
instituição para a extração de DNA diretamente do leite. O uso da PCR para identificação de 
Staphylococcus coagulase negativa utilizando o DNA obtido pela extração baseada em fenol-
cloroformio não foi eficiente. Baseado neste estudo pode-se buscar melhores condições de 
extração e primers mais específicos para a identificação de Staphylococcus coagulase 
negativa. 
 
Termos de indexação: gene 16sRNA, gene ica, leite de cabra, mastite caprina, PCR. 
 






Abstract: The objective of this study was to standardize a molecular diagnosis of subclinical 
mastitis using PCR for identification of Staphylococcus spp. Direct goat milk as well as to 
identify the presence of methicillin-resistant CNS or biofilm production. After the result of 
microbiological, only 24 milk samples showed that coagulase negative Staphylococcus 
isolates from goats mastitis in the state of Paraiba, were sent to the molecular biology 
laboratory of the same institution for DNA extraction directly from milk. The use of PCR for 
identification negative Staphylococcus coagulase obtained by using DNA extraction based on 
phenol-chloroform was not effective. Based on this study can seek best extraction conditions 
and more specific primers for the identification of coagulase negative Staphylococcus. 
 
Index terms:16sRNA gene, ica gene, goat milk, caprine mastitis, PCR. 
 
Introdução 
 A Mastite é uma dos mais comuns problemas de saúde que afetam caprinos e são usualmente 
ocasionadas por bactéria gram positiva, mais comumente Staphylococcus spp.e Streptococcus 
spp. (Marogna et al., 2010). Bactérias do gênero Staphylococcus spp. estão entre os principais 
agentes etiológicos da mastite caprina (Dogruer et al., 2010). Vários relatos indicam que o 
Staphylococcus coagulase negativa (SCN) são os mais prevalentes em casos de mastite 
subclínica de ovinos e caprinos, variando de 25% a 93% (Bergonier et al., 2003). 
O grupo dos SCN compreende cerca de 40 espécies e subespécies (Bannerman, 2003), cuja 
identificação completa depende de muitos testes fenotípicos ou de testes moleculares, nem 
sempre disponíveis na rotina do diagnóstico microbiológico. Entretanto, apesar do 





pequenos ruminantes, a patogenicidade de diferentes espécies de SCN é variável. Esta 
patogenicidade também é associada à aderência, pois estes microrganismos têm grande poder 
de adesão, produção de enzimas extracelulares e toxinas capazes de provocar níveis elevados 
de lesão tecidual (Mota, 2008). A maioria das espécies de SCN, comumente isoladas de 
mastite subclínica em cabras e ovelhas são Staphylococcus epidermidis, S. caprae, S. 
simulans, S. chromogenese S. Xylosus (Bergonier et al., 2003). 
Vários alvos genômicos tem sido usados para a identificação de espécies de SCN, incluindo o 
16SRNA (Heikens et al., 2005), o ITS (Couto et al., 2001), gap (Yugueros et al., 2000), 
groEL (Kwok et al., 1999), sodA (Poyart et al., 2001), femA (Vannuffel et al., 1999), tuf 
(Martineau et al., 2001) andrpoB (Drancourt and Raoult, 2002).  
O icaA representa atividade catalítica N-acetilglicosaminatranferase e que sozinha tem baixa 
atividade transferase mas, quando é co-expressa com icaD, apresenta atividade total 
sintetizando resíduos longos de 10-20 oligômeros de 1,6-N-acetilglicosamina (Gotz,2002).  
Os SCN, podem apresentar elevadas taxas de resistência aos antimicrobianos, tais como a 
oxacilina (Michelin et al., 2005), com a possibilidade de possuírem uma proteína ligadora de 
penicilina,com baixa afinidade em relação aos β-lactâmicos, codificada pelo gene mecA. A 
resistência intrínseca para este antibiótico é atribuída pela presença de mecA, cujo produto é 
uma proteína de 78kDa chamada de proteína ligada a penicilina (Utsui e Yokota, 1985). 
O gene femA codifica uma proteína precursora  a qual tem um papel na biossíntese do 
peptideoglicano em S. aureus e é também considerado como um fator influenciando o nível 
de resistência a meticilina. Um gene homólogo ao femA foi caracterizado em S.epidermidis o 
que implica na possibilidade do femA ser uma região filogenética conservada em espécies de 
Staphylococcus spp. (Vannuffel et al, 1999). 





casos de SCN também resistente a meticilina (Mattos et al., 2003),  principalmente em 
isolados de hospitais, resolvemos estudar se nos isolados de SCN do leite de caprino alguma 
cepa apresentaria resistência a meticilina.  
O objetivo deste trabalho foi padronizar um diagnóstico molecular, da mastite subclínica 
utilizando PCR, para identificação de Staphylococcus sp.  direto de leite caprino, bem como, 
Identificar a presença de ECN resistente a meticilina ou com produção de biofilme. 
 
Material e Métodos 
Isolamento Bacteriano 
Foram avaliadas 372 amostras de leite de cabra obtidas em propriedades do cariri da Paraíba 
em janeiro de 2014. Antes da coleta das amostras foi realizado o teste da caneca e o CMT. 
Estas amostras foram primeiramente submetidas ao teste microbiológico de acordo com Brito 
e Brito, (1999) no laboratório de sanidade animal da Embrapa Tabuleiros Costeiros. Após o 
resultado do microbiológico,somente as 24 amostras de leite que apresentaram 
Staphylococcus coagulase negativa foram encaminhadas ao laboratório de Biologia molecular 
da mesma instituição para a extração de DNA diretamente do leite. 
Extração de DNA bacteriano 
O DNA foi extraído diretamente do leite de acordo com o protocolo de Rodrigues Junior et 
al., (2014).  
Reações de PCR 
Os fragmentos contendo os genes de interesse foram amplificados, a 
partir de DNA genômico de cepas de Staphylococcus coagulase negativa isoladas, por PCR 
utilizando-se os primers específicos para a amplificação dos 
genes em estudo. Os primers utilizados para identificação dos Staphylococcus spp.estão 





O protocolo de PCR empregado para o gene femA foi baseado nos trabalhos de Silva e Silva 
(2005) e Silva (2008). Para análise do gene  mecA, foi utilizada o protocolo descrito por Dias 
et al., (2011). Para amplificação do 16S rDNA utilizou o par de primer universal 968 E 1401r  
(Quadro 1) e o protocolo de Becker (2004).  
Eletroforese em gel de Agarose 
Os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 2% contendo 
0,1 µg/L de brometo de etídio em tampão TAE (40 mM Tris-acetato e 0,1 mM EDTA), a 100 
V e 400 A por 50 minutos. Os produtos foram visualizados sob iluminação de luz ultravioleta. 
 
Resultados e Discussão 
Das 372 amostras analisadas apenas 24 apresentaram no isolamento microbiológico apenas 
bactérias Staphylococcus coagulase negativa e estas foram encaminhadas para a análise 
molecular. Das 24 amostras, seis (25%) apresentaram CMT negativo e foram positivos no 
isolamento microbiológico e duas (8,33%) amplificaram banda na PCR para o 16sRNA 
(Quadro 2).  
Resultados similares foram encontrados por Melo, 2012 estudando mastite em cabras na 
Paraíba, demonstrando que o CMT não é um teste diagnóstico satisfatório para validar 
infecções intramamárias em caprinos. Um baixo escore do CMT tem sido sugerido como bom 
indicador de ausência de infecção intramamária em cabras, entretanto, um alto escore nem 
sempre indica infecção nesta espécie animal (Perrinet al., 1997), uma vez que as células 
epiteliais reagem ao CMT juntamente com os leucócitos, causando uma interpretação 
diferente da usada para bovinos (Perrinet al., 1997). 
Neste estudo utilizou os genes icaA, icaD, femA, mecA, e o 16sRNA. O icaA juntamente com 
o grupamento ica é responsável pela formação de biofilme. 





gene 16sRNA (figura1).  Resultados similares foram encontrados por Clements et al., (2008). 
Que obtiveram um baixo percentual de reações positivas para a amplificação do gene GAPDH 
(54,34%). O baixo índice de pureza (<1,6) encontrado em grande parte das amostras 
analisadas provavelmente contribuiu para a inibição da PCR.Os índices observados podem ser 
decorrentes da contaminação por proteínas e/ou resíduos de reagentes dos métodos de 
extração. 
Com os avanços e estudos de novas técnicas moleculares voltadas a detecção, identificação ou 
caracterização microbiológica, a tipagem molecular tem se difundindo amplamente, assim, 
metodologias baseada em PCR para amplificação de pequenas quantidades de DNA alvo foi 
desenvolvida com sucesso, conduzindo uma revolução nas técnicas de diagnóstico 
laboratorial. A despeito do enorme avanço na detecção de agentes infecciosos por tais 
métodos, algumas limitações foram evidenciadas. Entre elas, a co-extração de fatores 
inibitórios, bem como as diferenças intra e inter espécies que interferem na extração do DNA 
genômico bacteriano (Nogueira, 2004). 
A quantificação de DNA extraído variou de 26,8 a 821,4 ng/µl com média de 209,90 
ng/µl.Um dos aspectos essenciais para obter resultados de testes moleculares com a 
reprodutibilidade adequada é a integridade do DNA extraído a partir de diferentes fontes.  
Diversos fatores necessitam será analisados e comparados a fim de definir os pontos cruciais 
para a obtenção de um extraído íntegro, puro e que permita a estocagem, sem que haja 
degradação do DNA (Caldart et al, 2011). 
Em bactérias, um fator adicional que contribui para a complexidade da extração do DNA, 
reside nas diferenças quanto à composição da parede celular das mesmas. Desse modo, os 
diferentes protocolos de extração de DNA devem considerar essa importante diferença 





celulares. Nessa direção, diferentes metodologias são descritas na tentativa de obtenção de 
grande quantidade de DNA a partir de bactérias Gram-positivas (G+) e Gram-negativas (G-), 
com maior ou menor sucesso (Nogueira et al., 2004). 
Nenhuma amostra amplificou para os genes icaA , icaD, femA e mecA.  Arciola et al. 
(2002) mostraram que técnicas moleculares para identificação dos genes ica, que codificam a 
síntese do biofilme, representa uma ferramenta muito importante para uma identificação 
acurada de cepas virulentas formadoras de biofilme. 
Embora os genes icaA e icaD simultaneamente não tenham sido encontrados nestas 
amostras, isso não significa que estes estafilococos isolados não sejam produtores de biofilme, 
pois a produção de biofilme pode ser mediada por outros genes como o gene Bap responsável 
pela síntese de biofilme em Staphylococcus aureus e em algumas espécies de ECNs isolados 
de casos de mastite (Cucarella et al.,2004) 
Conclusões 
As reações de PCR para identificar Staphylococcus coagulase negativa utilizando os 
oligonucleotídeos descritos na literatura e a extração de DNA utilizada, não foram eficientes 
para identificar estas espécies no leite caprino. 
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Figura 1- Gel de eletroforese do produto da PCR utilizando primers 16sRNA, a.1 - Marcador 
de 100 bp - Norgen 11500 2 vazio, 3- amostra 9d, 4- amostra 59d, 5- amostra 39E, 6- amostra 
45E, 7- amostra 142E, 8- amostra BHI, 9- branco "água ultrapura + Mix", 10- branco "só água 
ultrapura" , 11 – vazio12-vazio.b. 1 - Marcador de 100 bp - Norgen 11500, 2- vazio, 3- 
amostra 9d, 4- amostra 59d, 5- amostra 39E, 6- amostra 45E, 7- amostra 142E, 8- amostra 
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AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C
AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C
























Amostras CMT Caneca Microbiológico PCR 16S 
9d + - +  
24d ++ + +  
36d - - +  
46d ++ - + + 
59d - - +  
83d + - +  
129d ++ - +  
142d ++ - +  
4e + - - + 
5e - - +  
6e ++ - +  
14e ++ - + + 
39e + - +  
40e - + + + 
45e - - + + 
52e ++ - +  
116e +++ - +   
122e + - +  
125e + - + + 
130e ++ - +  
131e + - + + 
139e - - +  
142e ++ - +  
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Florestal, 2004. p.153-162. 
 
- Artigos de periódicos 
 
SANTOS, M.A. dos; NICOLÁS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificação de QTL associados 
à simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa 
Agropecuária Brasileira, v.41, p.67-75, 2006. 
 
- Capítulos de livros 
 
AZEVEDO, D.M.P. de; NÓBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.; 





agronegócio da mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodão; Brasília: 




OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Região Centro-Sul do Brasil. 
Dourados: Embrapa Agropecuária Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e 




HAMADA, E. Desenvolvimento fenológico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucuruí), 
comportamento espectral e utilização de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p. Tese 
(Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas. 
 
- Fontes eletrônicas 
 
EMBRAPA AGROPECUÁRIA OESTE. Avaliação dos impactos econômicos, sociais 
e ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuária Oeste: relatório do ano de 
2003. Dourados: Embrapa Agropecuária Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuária 




- Não são aceitas citações de resumos, comunicação pessoal, documentos no prelo 
ou qualquer outra fonte, cujos dados não tenham sido publicados. - A autocitação 
deve ser evitada. - Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, 
com as adaptações descritas a seguir. 
- Redação das citações dentro de parênteses 
- Citação com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maiúscula, seguido 






- Citação com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maiúscula, 
separados pelo "e" comercial (&), seguidos de vírgula e ano de publicação. 
- Citação com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a 
primeira letra maiúscula, seguido da expressão et al., em fonte normal, vírgula e ano 
de publicação. 
- Citação de mais de uma obra: deve obedecer à ordem cronológica e em seguida à 
ordem alfabética dos autores. 
- Citação de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes não devem 
ser repetidos; colocar os anos de publicação separados por vírgula. 
- Citação de citação: sobrenome do autor e ano de publicação do documento 
original, seguido da expressão “citado por” e da citação da obra consultada. 
- Deve ser evitada a citação de citação, pois há risco de erro de interpretação; no 
caso de uso de citação de citação, somente a obra consultada deve constar da lista 
de referências. 
- Redação das citações fora de parênteses 
- Citações com os nomes dos autores incluídos na sentença: seguem as orientações 
anteriores, com os anos de publicação entre parênteses; são separadas por vírgula. 
 
Fórmulas, expressões e equações matemáticas 
 
- Devem ser iniciadas à margem esquerda da página e apresentar tamanho 
padronizado da fonte Times New Roman. 
- Não devem apresentar letras em itálico ou negrito, à exceção de símbolos escritos 




- As tabelas devem ser numeradas seqüencialmente, com algarismo arábico, e 
apresentadas em folhas separadas, no final do texto, após as referências. 
- Devem ser auto-explicativas. 
- Seus elementos essenciais são: título, cabeçalho, corpo (colunas e linhas) e coluna 





- Os elementos complementares são: notas-de-rodapé e fontes bibliográficas. 
- O título, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; 
deve ser claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou científico) da 
espécie e das variáveis dependentes. 
- No cabeçalho, os nomes das variáveis que representam o conteúdo de cada 
coluna devem ser grafados por extenso; se isso não for possível, explicar o 
significado das abreviaturas no título ou nas notas-de-rodapé. 
- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema 
Internacional de Unidades. 
- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo último 
algarismo. 
- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da 
tabela; dados não apresentados devem ser representados por hífen, com uma nota-
de-rodapé explicativa. 
- Na comparação de médias de tratamentos são utilizadas, no corpo da tabela, na 
coluna ou na linha, à direita do dado, letras minúsculas ou maiúsculas, com a 
indicação em nota-de-rodapé do teste utilizado e a probabilidade. 
- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabeçalho do título, e do corpo; 
usá-los ainda na base da tabela, para separar o conteúdo dos elementos 
complementares. Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabeçalho 
e do corpo; não usar fios verticais. 
- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu 
Tabela; não fazer espaçamento utilizando a barra de espaço do teclado, mas o 
recurso recuo do menu Formatar Parágrafo. 
- Notas de rodapé das tabelas 
- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes 
devem constar nas referências. 
- Notas de chamada: são informações de caráter específico sobre partes da tabela, 
para conceituar dados. São indicadas em algarismo arábico, na forma de expoente, 
entre parênteses, à direita da palavra ou do número, no título, no cabeçalho, no 
corpo ou na coluna indicadora. São apresentadas de forma contínua, sem mudança 





- Para indicação de significância estatística, são utilizadas, no corpo da tabela, na 
forma de expoente, à direita do dado, as chamadas ns (não-significativo); * e ** 




- São consideradas figuras: gráficos, desenhos, mapas e fotografias usados para 
ilustrar o texto. 
- Só devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessárias à 
documentação dos fatos descritos. 
- O título da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do número 
em algarismo arábico, e do ponto, em negrito. 
- Devem ser auto-explicativas. 
- A legenda (chave das convenções adotadas) deve ser incluída no corpo da figura, 
no título, ou entre a figura e o título. 
- Nos gráficos, as designações das variáveis dos eixos X e Y devem ter iniciais 
maiúsculas, e devem ser seguidas das unidades entre parênteses. 
- Figuras não-originais devem conter, após o título, a fonte de onde foram extraídas; 
as fontes devem ser referenciadas. 
- O crédito para o autor de fotografias é obrigatório, como também é obrigatório o 
crédito para o autor de desenhos e gráficos que tenham exigido ação criativa em sua 
elaboração. - As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em 
todas as figuras devem ser padronizados. 
- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, 
como: círculo, quadrado, triângulo ou losango (cheios ou vazios). 
- Os números que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora 
do quadrante. 
- As curvas devem ser identificadas na própria figura, evitando o excesso de 
informações que comprometa o entendimento do gráfico. 
- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessária à boa 






- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a 
edição em possíveis correções. 
- Usar fios com, no mínimo, 3/4 ponto de espessura. 
- No caso de gráfico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 
75 e 100%, para cinco variáveis). 
- Não usar negrito nas figuras. 
- As figuras na forma de fotografias devem ter resolução de, no mínimo, 300 dpi e 
ser gravadas em arquivos extensão TIF, separados do arquivo do texto. 



























Modelo do questionário sobre aspectos sócio-econômicos e 
epidemiológico aplicado nas propriedades amostradas 
 
Questionário nº_____________ 
DADOS DA PROPRIEDADE 
Nome da Propriedade:_______________________________ Coordenadas Geográfi-
cas:____________Endereço:___________________________________________ 
Distrito/Localidade _________________ Município ________________UF ______ 
Área:_______ha Tipo do terreno: (0) plano (1) alagado (2) acidentado 
I-DADOS DOCRIADOR 
1.Idade do criador: ________anos 
2.Estado civil: (1)Solteiro (2) Casado (3) Separado (4) Viúvo 
3.Nível educacional: (0) Não estudou (1) Primário incompleto (2) Primário completo 
(3) Secundário incompleto (4) Secundário completo (5) Profissionalizante (6) Superior 
4.Já realizou algum curso ou treinamento em caprino-ovinocultura? (0) não (1) sim  
5.Pertence a algum tipo de associação? 
(0) não (1) sim, a cooperativa local (2) sim, outra (3)___________________________ 
6. Esta é sua ocupação principal? (0) Não (1) Sim 
6.1. Possui outra ocupação? (0) Não (1) Sim:________________________________  
7.Você ou outra pessoa da família ou trabalhadores já sofreram de alguma doença  
relacionada à criação de animais? (0) Não (1) Sim 
II-CARACTERÍSTICAS GERAIS DA CRIAÇÃO 
8.Identificação do Rebanho: (0) Não (1) Sim 
9.Tipo de Marcação: (1) Brinco (2) Medalha (3) Corte na Orelha (4) Tatuagem 
(5) Outro _________________________________________ 
Composição do Rebanho Caprino  






10.Tamanho do Rebanho 
Cabritos (< 1 ano):  Ovinos: 
Cabras: Bovinos: 
Reprodutores:   
Rufião:  
 
Compartilha reprodutor com outros criadores? (0) Não (1) Sim  
11.Raça predominante: __________________ 
12.Tipo de produção: (1) Carne (2) Leite (3) Mista 
13.Tipo de manejo: (0) Nenhum/outro (1) Intensivo (preso dia e noite)  
(2) Semi-extensivo (pasto + preso) (3) Extensivo (solto maior parte do tempo) 
14.Tipo de pasto:(0)Não tem pasto (1)Nativo (2)Planta capim 
15.Nível da produção: 
a.Quantas cabras estão em lactação? ____________________ 
b.Média de produção por cabra?_________________ 
c.Litros de leite por ano: ________________ 
d.Número de animais vendidos/abatidos por ano: ___________________ 
16. Tempo na atividade:_____________________  
17.Tipo de Aprisco:(0) Chão Batido (1) Ripado (2) Cimentado (3) Outro____________ 
18.Freqüência com que limpa/varre/desinfeta as instalações: 
(0) não limpa (1) diário (2) semanal (3) mensal (4) anual 
19.Dispõe de serviço veterinário? (0) Não (1) Particular (2) Cooperativa/associação (3) Governo esta-
dual/Federal 
20.Empregados na propriedade: (1)Familiares (2)Contratados 
21.Tem eletricidade? (0) não (1) sim 
21.Fonte de água:(0) não tem (1) açude (2) cacimba/poço (3) companhia de abastecimento 
(4) outraMineralização dos animais: (0) Não (1) Sim /Concentrado: (0) Não (1) Sim Quanto?____ 





24. Adquiriu machos reprodutores de reposição nos últimos 5 anos? (0) Não (1) Sim  
 
25.Qual a origem dos animais adquiridos? 
(1)Propriedades vizinhas (mesmo município) (2) Outras propriedades (fora do município) (3) Feiras ou 
exposições de animais (4) Outros Estados________________ 
II- MANEJO SANITÁRIO 
26. Mortalidade  
(0) Não sabe (1) Abaixo de 10% (2) Entre 10 e 20% (3) Entre 20 e 50% (4) Acima de 50% 
27.Observou alguma fêmea que não emprenhou no último ano? (0) Não (1) Sim 
28.Número de fêmeas que abortaram (entre) no último ano: ______________ 
29. Número de borregos/ cabritos que morreram durante o parto:______________ 
30. Número de cabritos/ borregos que morreram antes de 1 mês de vida:___________ 
31. Entre as doenças abaixo, assinale aquelas que ocorrem no rebanho: 
a.Conjuntivite:(0) não (1) pouco (2) ás vezes (3) muito 
b.Pneumonia: (0) não (1) pouco (2) ás vezes (3) muito 
c.Diarréia: (0) não (1) pouco (2) ás vezes (3) muito 
d.Helmintoses: (0) não (1) pouco (2) ás vezes (3) muito 
e.Mal do Caroço: (0) não (1) pouco (2) ás vezes (3) muito 
f.Mastite: (0) não (1) pouco (2) ás vezes (3) muito 
32.Vermifugação: (0) Não (1) Sim  
33.Permanência mínima de 12 horas após a vermifugação no curral: (0) Não (1) Sim 
34.Desinfecção do curral após vacinação e vermifugação: (0) Não (1) Sim  
35.Troca anual do vermífugo: (0) Não (1) Sim  
36.Faz uso de esterqueiras: (0) Não (1) Sim  
37.Vermífuga os animais recém chegados na propriedade: (0) Não (1) Sim  
38.Faz quarentenário mesmo dos animais da propriedade após feiras: (0) Não (1) Sim  
39.Separa animais jovens de adultos: (0) Não (1) Sim  





41.Faz descanso de pastagens: (0) Não (1) Sim 
42.Enterra ou crema animais mortos com morte natural: (0) Não (1) Sim  
43.Os diagnósticos são feitos por técnicos: (0) Não (1) Sim  
44.Isola animais doentes: (0) Não (1) Sim  
45.Esteriliza material de aplicação de medicamentos: (0) Não (1) Sim  
46.Usa seringas e agulhas descartáveis: (0) Não (1) Sim  
47.Faz limpeza e desinfecção das instalações: (0) Não (1) Sim  
48.Qual freqüência? (1) diária (2) semanal (3) quinzenal (4) mensal 
49.Adota e cumpre calendário profilático: (0) Não (1) Sim 
50.Vacina contra raiva? (0) Não (1) Sim  
51.Vacina contra clostridiose? (0) Não (1) Sim 
IV. MANEJO SANITÁRIO DA MASTITE 
52.Tem conhecimento da doença? (0) NÃO (1) SIM 
53.Sabe como a mastite é transmitida dentro do rebanho? (0) NÃO (1) SIM  
54.Sabe o que é linha de ordenha e a importância dessa prática? (0) NÃO (1) SIM 
55.Usa a o CMT ou a caneca de fundo escuro? (0) NÃO (1) SIM 
56.Sabe interpretar? (0) NÃO (1) SIM 
57.Em quais condições é feito o tratamento da mastite? 
(1) quando observa alteração no leite (2) quando observa alteração na teta (3) quando observa rea-
ção no CMT (4) orientado pelo técnico 
58.Quais os antibióticos que já foram utilizados no tratamento da mastite?  
(1) Gentamicina (2) Florfenicol (3) Amoxicilina (4) Enrofloxacina (5) Neomicina (6)Bacitracina (7) Te-
traciclina (8) Penicilina (9) Ampicilina (10) Eritromicina (11) Cloranfenicol (12) Cefalosporina (13) outro  
59.Usa algum atualmente? Qual?(1) Gentamicina (2) Florfenicol (3) Amoxicilina (4) Enrofloxacina (5) 
Neomicina (6)Bacitracina (7) Tetraciclina (8) Penicilina (9) Ampicilina (10) Eritromicina (11) Cloranfe-
nicol (12) Cefalosporina (13) outro  
60.Usa bisnaga intramamária pra o tratamento da mastite? (0) Não (1) Sim 





(1) bisnaga inteira (2) meia bisnaga (3)1/3 da bisnaga (4) após ordenha (5) higieniza o teto antes de 
administrar 
61.Qual a duração mínima do tratamento da mastite?(1) 1-3 dias (2) 3-5 dias (3) 5-7 dias (4) 7 -10 
dias 
62.Quando a cabra não apresenta melhora o que você faz? 
(1) troca o antibiótico (2) prolonga o tratamento (3) descarta a cabra (4) nada 
g. Pododermatite: (0) não (1) pouco (2) ás vezes (3) muito 
h.Boqueira: (0) não (1) pouco (2) ás vezes (3) muito 
i. Aborto: (0) não (1) pouco (2) ás vezes (3) muito 
63.Vermifugação:  (0) Não faz (1) Estratégica (2) Tática (3) Supressiva (4) Curativa 
V - MANEJO REPRODUTIVO DO REBANHO 
64. Qual o tipo de manejo reprodutivo do rebanho? 
(1) Monta natural (2) Monta controlada (3) Inseminação artificial 
65. Qual a época (meses) de reprodução/ parição? (0) o ano todo (não controla) (1) controla 
66. Quantos cabritos cada fêmea produziu no último ano? (0) Não sabe dizer (1) 1 (2) 2 (3) 3  
VI-CARACTERÍSTICAS DA ORDENHA 
67. Local onde é realizada a ordenha? (1) Curral (2) Plataforma de ordenha  
68. Utilização do pré e pós-dipping?(0) não (1) sim 
69. Presença de moscas no local da ordenha? (0) não (1) sim 
70. Higienização da Sala e/ou Equipamento: (0) Não (1) Sim Produto:___________ 
(1) Iodo (2) hipoclorito de sódio (3) digluconato de clorexidina (4) amônia quaternária (5) cloreto de 
benzalcônio 
71. Faz Linha de Ordenha? (0) Não (1) Sim  
72. Tratamento Preventivo de Mamites em Cabras Secas: (0) Não (1) Sim 
73. Realiza secagem da cabra; (0) Não (1) Sim 
74. Caso sim, quais os critério de Secagem da Cabra: 
(1) Baixa Produção (2) Período de Lactação (3) Período de Gestação (4) Outro: ________________ 






VII- MANEJO DAS CRIAS 
76. Administração do colostro: (0) Não (1) Sim  
77. Tipo de Colostro Dado às Crias: (1) Vaca (2) Cabra (3) Artificial 
78. Tratamento do Colostro: (0) In Natura (1) Pasteurizado (3) Termizado 
Possui Banco de Colostro ? (0) Não (1) Sim 
79. Aleitamento:(0)Natural (1)Artificial Leite Utilizado no Aleitamento:(1)Cabra (2)Vaca (3)Soja 
(4)Artificial (5) Outro _________ 
80. Corte e desinfecção do umbigo: (0) Não (1) Sim  
 
 
 
